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Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft neue Metallkomplexe mit geladenem Linker und deren Verwendung als 
lumineszierende Markierungsgrappen im Immunoassays. 
5 Lumineszierende Metallkomplexe sind aus dem Stand der Technik bekannt EP-A 0 178 450 offenbart Ruthe- 
niumkomplex , die an ein immunologisch aktives Material gekoppelt sind, wobei die Rutheniumkomplexe drei 
gleiche oder verschiedene bi- oder polycyclische Liganden mit mindestens zwei stickstof fhaltigen Heterocyclen 
enthalten, wobei mindestens einer dieser Liganden mit mindestens einer wasserldslich machenden Gruppe, wie 
-SOjH oder -COOH substituiert ist, und wobei mindestens einer dieser Liganden mit mindestens einer reaktiven 

10 Gruppe wie -COOH direkt oder uber eine Spacergruppe substituiert ist und wobei die Liganden iiber Stickstof f- 
atome an das Ruthenium gebunden sind 

Die Einfuhrung der kopplungsfahigen Gruppen erfolgt sehr umstandlich durch AJctivierungs- und Folgereak- 
tionen an den Idslich machenden Gruppen der Liganden. Als besonders umstandlich erweist sich auch die 
Herstellung monoaktivierter Verbindungen, die eine Kopplung mit biologischen Substanz en, z. B. Antikdrpern 

15 ohne Vernetzung erlauben. 

EP-A 0 580 979 offenbart die Verwendung von Osmium- oder Rutheniumkomplexen als Markierungsgruppen 
fur die Elektrochemilumineszenz. Als Liganden fur dtese Komplexe werden sticks toffhaltige Heterocyclen, 
beispielsweise Bipyridine, genannt WO 87/06706 offenbart weitere Metallkomplexe, die sich als Markierungs- 
gruppen fur Elektrochemilumineszenzmessungen eignen. 

20 Weitere Nachteile der aus dem Stand der Technik bekannten Metallkomplexe bestehen in einer schlechten 
Quantenausbeute bei Elektrochemilumineszenzmessungen durch Sauerstoff-Quenching und Photodissoziation 
oder/und in einer hohen unspezifischen Bindung an Proteine. 

Die der vorliegenden Erfindung zugrundeliegende Aufgabe bestand somit darin, die Nachteile des Standes der 
Technik mindestens teilweise zu beseitigea 

25 Oberraschenderweise wurde festgestellt, daB die EinfQhrung von freien positiven oder/und negativen La- 
dungstragern in den Linker, der die reaktive kopplungsfahige Gruppe des Metallkomplexes mit einem der 
Liganden verbindet, die Adsorption von Konjugaten dieser Komplexe mit einer immunologisch reaktiven 
Substanz verringert und damit auch die Stabilitat und Wiederfindung der {Conjugate in Immunoassays verbes- 
sert Oberdies kann eine erhdhte Quantenausbeute erzielt werden. 

30 Weiterhin wurde gefunden, daB lumineszierende Metallkomplexe mit geladenem Linker auf fiberraschend 
einfache Weise hergestellt werden konnen. 

Ein Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist somit ein Me tallkomplex mit der allgemeinen Formel (I) 

[M(LiL 2 L 3 )]n-X ni A (I) 

35 

worin M ein zwei- oder dreiwertiges Metallkation ausgewahlt aus Seltenerde- oder Obergangmetallionen ist, Li, 
L 2 und L3 gleich oder verschieden sind und Liganden mit mindestens zwei sticks toffhaltigen Heterocyclen 
bedeuten, wobei Li, L 2 imd L 3 uber Stickstoffatome an das Metallkation gebunden sind, X eine reaktive 
f unktionelle Gruppe ist, die an mindestens einen der Liganden Li, L& L 3 kovalent gebunden ist, n eine ganze Zahl 

40 von 1 bis 10 ist, m eine ganze Zahl von 1 bis 6 und vorzugsweise von 1 bis 3 ist und A die gegebenenfalls zum 
Ladungsausgleich erforderlichen Gegenionen bedeutet, wobei der Linker mindestens einen positiven oder/und 
negativen Ladungstrager enthalt 

Der Metallkomplex ist vorzugsweise ein lumineszierender Metallkomplex, d h. ein Metallkomplex, der eine 
nachweisbare Lumineszenzreaktion erzeugen kann. Der Nachweis dieser Lumineszenzreaktion kann beispiels- 

45 weise durch Fluoreszenz- oder durch Elektrochemilumineszenzmessung erfolgeiL Das Metallkation in diesem 
Komplex ist beispielsweise ein Obergangsmetall oder ein SeltenerdenmetalL Vorzugsweise ist das Metall 
Ruthenium, Osmium, Rhenium, Iridium, Rhodium, Platin, Indium, Palladium, Molybdan, Techneticum, Kupfer, 
Chrom oder Wolfram. Besonders bevorzugt sind Ruthenium, Iridium, Rhenium, Chrom und Osmium. Am 
meisten bevorzugt ist Ruthenium. 

50 Die Liganden Li, L 2 und L3 sind Liganden mit mindestens zwei stickstof fhaltigen Heterocyclen. Bevorzugt sind 
aromatische Heterocyclen wie z. B. Bipyridyl, Bipyrazyl, Terpyridyl und PhenanthroIyL Besonders bevorzugt 
werden die Liganden Li, L 2 und L3 aus Bipyridin- und Phenanthrolin-Ringsystemen ausgewahlt 

Die reaktive funktionelle Gruppe X des {Complexes ist eine reaktive Gruppe, die mit einer immunologisch 
aktiven Substanz gekoppelt werden kann. Vorzugsweise ist die Gruppe X eine aktivierte Carbonsauregruppe 

55 wie etwa ein Carbonsaurehalogenid, ein Carbonsaureanhydrid oder ein Aktivester, z. B. ein N-Hydroxysuccini- 
mid-, ein p-Nitrophenyl-, Pentafluorphenyl-, Imidazolyl- oder N-Hydroxybenzotriazolylester, ein Maleimid oder 
eine photoaktivierbare Gruppe, z. B. ein Azid. Vorzugsweise enthalt der Komplex nur eine einzige funktionelle 
Gruppe X. 

Weiterhin kann der Komplex gegebenenfalls eine oder mehrere zum Ladungsausgleich erforderliche Gegen- 
60 ionen A enthalten. 

Beispiele fur geeignete negativ geladene Gegenionen sind Halogenide, OH~, Carbonat, Alkylcarboxylat, z. B. 
Trifluoracetat, Sulfat, Hexafluorophosphat- und Tetrafluoroborat-Gruppea Hexafluorophosphat-, Trifluorace- 
tat- und Tetrafluoroborat-Grupp n sind besonders b vorzugt Beispiele fur geeignete positiv geladene Gegenio- 
nen sind monovalente Kationen wie etwa AJkalimetall- und Ammoniumionen. 
ss Der rfindungsgemaBe Metallkomplex unterscheidet sich von den aus dem Stand der Technik bekannten 
Metallkomplexen dadurch, daB er im Linker zwischen dem Liganden und der reaktiven kopplungsfahigen 
Gruppe X mindestens einen Ladungstrager enthalt Der Begriff "Ladungstrager" bedeutet im Sinne der vorlie- 
genden Erfindung eine Gruppe, die bei einem pH-Wert im Bereich von 6—8 uberwiegend in ionischer Form 

2 
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vorliegt 

Der Linker enthalt vorzugsweise bis zu 10, besonders bevorzugt 2—8 und am raeisten bevorzugt 2—4 solcher 
Ladungstrager. 

Besonders bevorzugt enthalt der Linker mindestens einen negativen Ladungstrager. Beispiele fiir geeignete 
negative Ladungstrager sind Phosphat-, Phosphonat-, Sulfonat- und Carboxylatgruppen, wobei Carboxylatgrup- 
pen am meisten bevorzugt sind. 

Beispiele fiir positive Ladungstrager sind Amino- und ein- oder mehrfach substituierte Aminogruppen, wie 
etwa Mono-, Di- oder Trialkylaminogruppen, wobei Alkyl einen geraden oder verzweigten Alkylrest von 1—6 
C-Atomen oder einen zyklischen Alkylrest von 3—6 C-Atomen bedeutet 

Der Linker hat eine Kettenlange von vorzugsweise 4—40 Atomen und ist eine durch Einbau von Heteroato- 
men, z. B. Amidfunktionen, modifizierte Alkylenkette. Die Ladungstrager sind im Linker vorzugsweise derart 
angeordnet, daB ein H-Atom einer Alkyleneinheit durch eine geladene Gruppe, z. B. NH 2 + oder C0 2 ~ ersetzt 
ist 

Vorzugsweise ist der Linker, der die freien Ladungstrager enthalt, zumindest teilweise aus Aminocarbonsau- 
re-Einheiten aufgebaut, die iiber Peptidbindungen miteinander verknupft sind Bei einem derartigen Linker 
konnen die Ladungstrager aus freien Amino oder/und Carboxylatgruppen von polyf unktionellen Aminocarbon- 
sauren stammen, die insgesamt mindestens 3 geladene Gruppen (Amino- plus Carboxylat) enthalten, so daB nach 
Einbau in den Linker und damit verbundener Reaktion von 2 der geladenen Gruppen noch mindestens ein freier 
Ladungstrager vorhanden ist Beispielsweise konnen die Ladungstrager von trifunktionellen Aminocarbonsau- 
ren stammen, die (a) eine Aminogruppe und 2 Carboxylatgruppen oder (b) 2 Aminogruppen und eine Carbox- 
ylatgruppe enthalten. Beispiele fur derartige trifunktionelle Aminocarbonsauren sind Lysin, Ornithin, Hydrox- 
ylysin, Asparaginsaure und Gmtaminsaure. 

Der erfindungsgemaBe Metallkomplex kann weiterhin mindestens eine hydrophile Gruppe ausgewahlt aus 
C2— C3-Alkylenoxy-Einheiten, C 2 — C3-Alkylenthio-Einheiten, C 2 — C 3 -Alkylenamino-Einheiten und Polyhy- 
droxy-Einheiten enthalten. 

Die Polyhydroxy-Einheiten werden vorzugsweise aus Gruppen der Formeln (Ha) oder (lib) ausgewahlt: 

-NR-W (Ha) 



-O-W (lib) 

worm W einen organischen Rest mit mindestens zwei Hydroxygruppen und R Wasserstoff oder C1-C5- Alkyl 
bedeutet Der organische Rest W enthalt vorzugsweise 2 bis 6 und besonders bevorzugt 2 bis 4 Hydroxygruppen. 
Weiterhin sollte W giinstigerweise 2 bis 10 und insbesondere 3—6 Kohlenstoffatome enthalten. Spezifische 
Beispiele fiir geeignete Poryhydroxy-Einheiten sind Reste von Polyalkoholen wie etwa Glycerin oder Aminopo- 
Iyaikoholen. Ein bevorzugter Aminopolyalkohol ist Tris (2-Amino-2-(hydroxymethyl)-13-propantriol). In diesem 
Fail weist die Polyhydroxy-Einbeit die Forme! NH— C(CH 2 OH)3 auf. Die Polyalkohole bzw. Amtnopolyalkohole 
sind an dem Metallkomplex vorzugsweise in Form von Estern bzw. Amiden gekoppelt Die OH-Gruppen der 
Polyalkohole bzw. Aminopolyalkohole konnen gegebenenf alls durch hydrophile Gruppen, z. B. durch dendrime- 
re Gruppen substituiert sein. 

Die C2—C3- Alkyl enoxy-, C 2 — C3-Alkylenthio- und C 2 — C3-AlkyIenamino-Einheiten des erfindungsgemaBen 
Metallkomplexes sind vorzugsweise C 2 -Einheiten und insbesondere Ethylenoxy-Einheiten. Der Komplex enthalt 
pro Metallkation vorzugsweise 1 bis 30 und besonders bevorzugt 2 bis 20 C 2 — C3- Alkylenoxy-, C 2 — C3- Alky ient- 
hio- bzw. C 2 — C 3 -Alkylenamino-Einheiten. Diese Einheiten sind Bestandteile von Substituenten der heterocycli- 
schen Liganden des Metallkomplexes. Sie konnen im Linker zwischen einem der Liganden und der reaktiven 
funktionellen Gruppe X oder/und in einfachen Substituenten vorliegen. Die Alkylenoxy-, Alkylenthio- bzw. 
Alkylenamino-Einheiten konnen auch Qber einen Briickenkopf miteinander verknupft sein, der gegebenenfalls 
eine funktioneUe Gruppe X tragen kann. Andererseits konnen uber den Bruckenkopf auch mehrere Komplex- 
Einheiten miteinander verknupft sein. 

In einer Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung besitzt der erfindungsgemaBe Metallkomplex die 
allgemeine Formel (III): 
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worm M, X und A wie vorstehend definiert sind, Ri, R2, R3, R4, Rs und R* gleich oder verschieden sind und jeweils 
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einen oder mehrere Substituenten bedeuten, unt r der Voraussetzung, daB X Ober einen der Substituenten Ri, 
R2, R3> R4, Rs oder R6 als Linker an einen der Liganden gebunden ist 

Die Liganden des Komplexes sind je nach Anwesenheit bzw. Abwesenheit der durch gebrochene Unien 
bezeichneten Gruppen gegebenenfalls substituierte Phenanthrolin- bzw. Bipyridinsysteme. 

Die Substituenten Ri, R2, R3, R4, Rs und Re an den Liganden sind — sofera sie nicht den Linker der Gruppe X 
enthalten — vorzugsweise Wasserstoff, Ci — Cs-Alkyi, insbesondere Ci — C 3 -Alkyl, oder eine hydrophile Gruppe 
wie oben def iniert. 

In einer besonders bevorzugten Ausf uhrungsform besitzen die Metallkomplexe die allgemeine Forme! (Ilia): 




(Ilia) 



25 worin M, X und A wie vorstehend definiert sind, Ri, R* R3, R4 und R5 wie vorstehend definiert sind, s eine ganze 
Zahl von 0 bis 6 vorzugsweise von 1 bis 4 ist und Y den Linker mit freien Ladungstragern bedeutet 

Beispiele fQr Verbindungen der Formeln (III) bzw. (Ilia) sind in Abb. 1—3 dargestellt Abb. 1 und 2 zeigen 
Komplexe, die einen Linker mit jeweils einem freien negativen Ladungstrager aufweisen. Der Linker enthalt 
jeweils eine trifunktionelle Aminosaure, namlich Lysin, deren Aminogruppen zur Ausbildung von Peptidbindun- 

30 gen im Linker dienen, wahrend die Car boxy latgruppe den freien Ladungstrager bildet Abb. 3 zeigt einen Linker, 
aus 4 Aminosaure-Einheiten, namlich P-Alanin, Lysin und zweimal Glutaminsaure aufgebaut ist Der Linker 
enthalt 3 negative Ladungstrager, jeweils eine Carboxylatgruppe von den beiden Glu-Resten und eine Carbox- 
ylatgruppe, die von Lys stammt Die funktionelle Gruppe X ist in Abb. 1 und 3 ein zur Kopplung an SH-Gruppen 
geeignetes Maleimid und in Abb. 2 ein zur Kopplung an NH2-Gruppen geeigneter N-Hydroxysuccinimidester. 

35 Die Liganden des erfindungsgemaBen Metallkomplexes kdnnen auch miteinander verknQpft sein, so daB der 
Metallkomplex in Form eines Halbkafigs bzw. Kafigs vorliegt Eine bevorzugte Ausfuhrungsform eines erfin- 
dungsgemaBen Metallkomplexes in Form eines Halbkafigs oder Kafigs besitzt die allgemeine Forme! (IV): 



X 




(IV). 



worin M, X, n und A wie vorstehend definiert sind, Ri, R2 und R3 gieich oder verschieden sind und jeweils einen 
oder mehrere Substituenten — wie vorstehend definiert — an dem Bipyridin- oder Phenanthrolin-Uganden 
bedeuten und Y jeweils einen Linker mit mindestens einem Ladungstrager bedeutet 

Wenn die Substituenten R it R 2 und R3 in Formel (IV) und gegebenenfalls fiber linkergruppen kovalent 
miteinander verknupft sind, dann besitzt der Komplex der Formel (IV) die Form eines Kafigs. 

Der Komplex der Formel (IV) kann nicht nur als Monomer, sondern als Oligomer aus vorzugsweise bis zu 5 
einzelnen Metallkomplexen vorliegen. Hierzu kann die funktionelle kopplungsfahige Gruppe X beispielsweise 
ein Substituent an einem aromatischen Kern, z. B.' einem Phenylkern sein, wobei zwei oder mehr der restlichen 
Substituent npositionen des aromatisch n Kerns durch einen halbkafig- bzw. kafigfdrmigen Metallkompl x 
substituiert sein konnen. n 

Die Herstellung der erfindungsgemaBen Metallkomplexe kann durch Reaktion eines Metallsalzes, z. B. eines 
Metallhalogenids mit den entsprechenden Liganden und ggf. anschlieBenden Austausch d s Halogenidions 

4 
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durch Hexafluorophosphat-, Trifluoraceta- oder Tetrafluoroborat-Anionen erfolgen. Derartige Verfahren sind 
im Stand der Technik, z.B. in EP-B 0 178 450 und EP-B 0 255 534 beschrieben. Auf diese Offenbarung wird 
hierrait Bezug genommen. 

Der Aufbau eines geladenen Linkers an einem N-heterocyclischen Liganden mit einem geladenen Linker kann 
einerseits als Kopplungsreaktion in Losung durchgeffihrt werden, wobei eine gegebenenfalls partiell geschutzte 5 
Aminocarbonsaure an eine reaktive Gruppe des Liganden, z. B. eine Carbonsaure, gekoppelt wird. Dieser 
Kopplungsabschnitt kann gegebenenfalls nochmals wiederholt werden, bis ein Linker mit der gewunschten 
Lange aufgebaut ist Dabei wird mindestens eine polyfunktionelle Aminocarbonsaure eingefuhrt, die eine oder 
mehrere geladene Seitengruppen enthalt 

AnschlieBend wird die reaktive Gruppe X eingefuhrt und gegebenenfalls vorhandene Schutzgruppen auf den io 
Seitengruppen der Aminocarbonsauren werden abgespalten. Dieser Aufbau des Liganden durch sukzessive 
Ankopplung von Aminosauren in Losung kann einerseits an einem einzelnen Liganden und andererseits an 
einem bereits an einen Metallkomplex gebundenen Liganden als Ausgangsmaterial erfolgen. Ein geeignetes 
Ausgangsmaterial ist z. B. ein lumineszierender Metallkomplex, der eine freie Carboxylatgruppe enthalt Derar- 
tige Komplexe sind aus den obengenannten Dokumenten bekannt und werden auch z. B. von der Firma Igen Inc., is 
Rockville, MD, USA kommerziell angebotea 

Andererseits kann die Herstellung der Komplexe auch durch Festphasen-Peptidsynthese erfolgen. In einer 
ersten Ausfuhrungsform der Festphasensynthese wird eine Aminosaure fiber ihre Carboxylatgruppe an den 
Festphasentrager gekoppelt und dann durch sukzessive Kopplung weiterer Aminosauren der gewunschte 
Linker aufgebaut Zur Herstellung eines erfindungsgem£Ben Linkers wird dabei mindestens eine Aminosaure 20 
verwendet, die als Seitengruppe eine geladene Gruppe, z. B. eine Amino- oder eine Carboxylatgruppe, gegebe- 
nenfalls in geschfitzter Form enthalt Nach Fertigstellung der gewunschten Linkers equenz kann ein aktivierter 
Metallkomplex, z. B. als Aktivester, an die freie N-terminale Aminogruppe des festphasengebundenen Peptids 
gekoppelt werden. Nach Abspaltung von der Festphase kann die reaktive Gruppe X an den Carboxyterminus 
des Peptidlinkers gekoppelt und gegebenenfalls vorhandene Schutzgruppen abgespalten werden. 25 

In einer anderen Ausfiihrungsform der Festphasensynthese kann ein Aminosaure-Metallkomplex-Konjugat, 
das eine geschQtzte Aminogruppe und eine Carboxylatgruppe enthalt, z. B. Fmoc-Lys (BRu)-OH (Abb. 4) fiber 
die freie Carboxylatgruppe an eine Festphase verankert werden und nach Freisetzung der blockierten Amino- 
gruppe ein Peptidlinker aufgebaut werden. Nach Fertigstellung der gewunschten Linkersequenz wird der 
Komplex von der Festphase abgespalten, wobei ein Linker erhalten wird, der zumindest die ursprungliche 30 
Carboxylatankergruppe als freien Ladungstrager enthalt Die reaktive Gruppe X kann an den Aminoterminus 
des resultierenden Peptidlinkers gekoppelt werden. 

Zur Herstellung der erfindungsgemafien Metallkomplexe kann auch eine Kombination der obengenannten 
Synthesevarianten erfolgen. Aminosaure-Metallkomplex-Konjugate, die zur Festphasensynthese der erfin- 
dungsgemaBen Komplexe mit geladenem Linker geeignet sind, werden in DE-A 44 30 998.8 beschrieben. Auf 35 
diese Offenbarung wird hiermit Bezug genommen. 

Die Herstellung von Metallkomplexen der Formel (IV) mit Halbkafig- oder Kaf igstruktur kann beispielsweise 
erfolgen durch Anffigen von geladenen Linkern an die Bipyridin- oder Phenanthrolinliganden und Knfipfung 
dieser Einheiten an einen Bruckenkopf fiber eine Amidbindung. Bei Verwendung von zwei Bruckenkopfen 
konnen vollstandige Kafigstrukturen erhalten werden. Bevorzugt ist die Knupfung von drei Liganden an einen 40 
trivalenten Bruckenkopf, z. B. Tris. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Konjugat umfassend eine biologische Substanz, 
an die mindestens ein erfindungsgemaBer Metallkomplex gekoppelt ist Beispiele fur geeignete biologische 
Substanzen sind Zellen, Viren, subzellulare Teilchen, Proteine, Lipoproteine, Glycoproteine, Peptide, Polypepti- 
de, Nukleinsauren, peptidische Nukleinsauren (PNA), Oligosaccharide, Polysaccharide, Lipopolysaccharide, zel- 45 
lulare Metaboliten, Haptene, Hormone, pharmakologische Wirkstoffe, Alkaloide, Steroide, Vitamine, Aminosau- 
ren und Zucker. 

Die Kopplung des Metallkomplexes mit der biologischen Substanz erfolgt fiber die reaktive funktionelle 
Gruppe des Metallkomplexes, die mit einer funktionellen Gruppe der biologischen Substanz kovalent kuppeln 
kann. Wenn die funktionelle Gruppe ein Aktivester ist, kann beispielweise eine Kopplung mit freien Aminogrup- so 
pen der biologischen Substanz erfolgen. Wenn die funktionelle Gruppe ein Maleimidrest ist, kann eine Kopplung 
mit freien SH-Gruppen der biologischen Substanz erfolgen. 

Bei einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung werden die Metallkomplexe 
an ein Peptid gekoppelt, das vorzugsweise eine Lange von maximal 50 Aminosauren und besonders bevorzugt 
von maximal 30 Aminosauren aufweist Die Herstellung dieser Metallkomplex-markierten Peptide erfolgt 55 
vorzugsweise dadurch, daB man ein Peptid mit der gewunschten Aminosauresequenz an einer Festphase 
synthetisiert, wobei man a) nach der Synthese einen aktivierten Metallkomplex, vorzugsweise ein Metallkom- 
plex- Aktivesterderivat an die N-terminale Aminogruppe des Peptids koppeit oder/und b) wahrend der Synthese 
an mindestens einer Position des Peptids ein Aminosaurederivat einfuhrt, das kovalent mit einem Metallkomplex 
gekoppelt ist Die Kopplung des Metallkomplexes an die N-terminale Aminosaure des Peptids erfolgt vorzugs- 60 
weise vor Abspaltung des Peptids von der F stphas und vor einer Abspaltung von Schutzgruppen an reaktiven 
Seitengruppen der zur Peptidsyn these verwendeten Aminosaurederivate. 

Die Peptide enthalten vorzugsweise einen immunologisch reaktiven Epitopbereich und einen Spacerbereich, 
wobei mindestens eine Metallkomplex-Markierungsgruppe an den Spacerbereich gekoppelt wird. Der Spacer- 
bereich weist vorzugsweise eine Lange von 1 bis 10 Aminosauren auf und ist am Amino- oder/und Carboxyter- 65 
minus des Peptids angeordnet. 

Der Spacerbereich enthalt vorzugsweise Aminosauren, die Ladungen aufweisen oder/und Wasserstoffbruk- 
ken ausbilden konnen. Die Aminosauren des Spacerbereichs werden vorzugsweise gebildet aus der Gruppe 
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b st hend aus Glycin, B-AJanin, y-Aminobuttersaure, s-Aminocapronsaure, Lysin und V rbindungen der Struk- 
turformel NH 2 — [(CH 2 )y]x- CH 2 — CH 2 — COOH, worm y 2 oder 3 ist und x 1 bis 10 ist 

Die Epitopbereiche der Peptide stammen vorzugsweise aus pathogenen Organismen, z. B. Bakterien, Viren, 
und Protozoen, oder aus Autoimmun-Antigenen. Besonders bevorzugt stammt der Eptitopbereich aus viralen 
5 Antigenen, z. B. den Aminosauresequenzen von HIVI, HIVII oder Hepatitis C- Virus (HCV). 

Weitere bevorzugte Beispiele fur biologische Substanzen sind Biotin, Nukleinsauren, Antikdrper oder Anti- 
kdrperfragmente, Polypeptidantigene, <L h. immunologisch reaktive Polypeptide, oder Haptene, cL h. organische 
Molekule mit einem Molekulargewicht von 150 bis 2000, insbesondere Molekule mit einem Steroidgrundgerttst, 
wie etwa Cardenolide, Cardenolid-Glycoside (z. B. Digoxin, Digoxigenin), Steroid- Alkaloide, Sexualhormone 

10 (z. B. Progesteron), Glucocorticoide etc. Weitere Beispiele fur Haptene sind Prostaglandin^ Leucotriene, Leuco- 
en-diine, Thromboxane eta 

Noch ein weiterer Gegenstand der vortiegenden Erfindung ist die Verwendung der erfindungsgemaBen 
Metallkomplexe, bzw. der erfindungsgemaBen Kon jugate in einem immunologischen Nachweisverf ahren, insbe- 
sondere in einem Lumineszenz- Assay. 

15 Dabei wird der Metallkomplex als Markierungsgruppe verwendet, mit deren Hilfe die qualitative oder/und 
quantitative Bestimmung eines Analyten in einer Probelosung mogiich ist Der Nachweis des Metallkomplexes 
erfolgt vorzugsweise durch Elektrochemilumineszenz, wobei lumineszierende Spezies elektrochemisch an der 
Oberflache einer Elektrode erzeugt werdea Beispiele zur Durchf uhrung von Lumineszenz-Assays mit Metail- 
komplexen des Standes der Technik finden sich in EP-A 0 580 979, WO 90/05301, WO 90/11511 und 

20 WO 92/14138. Auf die dort offenbarten Verf ahren und Vorrichtungen fur Lumineszenz-Assays wird hiermit 
Bezug genommen. Die Elektrochemilumineszenz- Assays werden in Gegenwart einer Festphase durchgefuhrt, 
die vorzugsweise aus Mikropartikeln, insbesondere aus magnetischen Mikropartikeln besteht, die mit einer 
reaktiven Beschichtung versehen sind, z. B. mit Streptavidin. Auf diese Weise konnen Immunkomplexe , die 
einen Metallkomplex als Markierungsgruppe enthalten, an die Festphase gebunden nachgewiesen werdea 

25 Die Elektrochemilumineszenz-Messung wird vorzugsweise in Gegenwart eines Reduktionsmittels fur den 
Metallkomplex durchgefuhrt, z. B. einem Amin. Bevorzugt sind aliphatische Amine, insbesondere primare, 
sekundare und tertiare Alkylamine, deren Alkylgruppen jeweils 1 bis 3 Kohlenstoffatome aufweisea Besonders 
bevorzugt ist Tripropylamin. Das Amin kann jedoch auch ein aromatisches Amin, wie Anilin oder ein heterocy- 
clisches Amin sein. Das Reduktionsmittel kann bereits in der Ligandensphare des Komplexes integriert sein. 

30 Weiterhin kann ggf. Verstarker ein nichtionisches oberflachenaktives Mittel, z. B. ein ethoxyliertes Phenol 
vorhanden sein. Derartige Substanzen sind beispielsweise kommerziell unter den Bezeichnungen Triton X100 
oder Triton N401 erhaltlich. 

Andererseits kann der Nachweis des lumineszierenden Metallkomplexes auch durch Fluoreszenz erfolgen, 
wobei das Metallchelat durch Bestrahlung mit einem Licht der geeigneten Wellenlange angeregt und die daraus 

35 resultierende Fluoreszenzstrahlung gemessen wird. Beispiele zur Durchfuhrung von Fluoreszenz- Assays finden 
sich in EP-A 0 1 78 450 und EP-A 0 255 534. Auf diese Off enbarung wird hiermit Bezug genommen. 

Weiterhin wird die vorliegende Erfindung durch nachfolgende Beispiele und Abbildungen erlautert Es zeigen: 
Abb. 1—3 erfmdungsgemaBe Metallkomplexe und 

Abb. 4 ein zum Aufbau eines erfindungsgemaBen Metallkomplexes geeignetes Aminosaure-Metallkomplex- 
40 IConjugat 

Beispiel 1 

Herstellung eines Metallkomplexes mit geladenem Linker 

45 

6 mmol des Metallkomplexes Ru(Bipyridin)2-(Bipyridin-C0-N-Hydroxysuccinimidester) gemaB EP- 
A 0 580 979 werden in 50 ml Dimethylformamid gelost und dazu eine Losung von Fmoc-Lysin in Dimethylfor- 
mamid getropft Das Losungsmittel wird im Hochvakuum entfernt Der Rttckstand wird in wenig Aceton gelost, 
mit 300 ml Chloroform versetzt und kurz zum Sieden erhitzt Man laBt abkuhlen und trennt das abgeschiedene 
so Ol vom Losungsmittel ab. Durch Trocknen erhalt man die gewunschte Verbindung Ru(bpy)2(bpy- 
C0-(Fmoc)-Lys) als Festsubstanz. 

Die Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe erfolgt durch Umsetzung in Dioxan/ Aceton mit einem 4-fachen 
OberschuB an Piperidin fur 2 Stunden bei 80°G Nach dem Abkuhlen trennt man den oligen Ruckstand ab und 
fuhrt eine Chloroform/Wasser-Extraktion durch. Die waBrige Phase wird isoliert und man erhalt die Verbindung 
55 Ru(bpy>2(bpy-C0-Lys) als roten Feststoff. 

60 mg dieser Verbindung werden in 10 ml Aceton geldst, Maleimidopropionsaure-N-Hydroxysuccinimidester 
zugefugt und 4 Stunden bei Raumtemperatur geruhrt Der Ruckstand wird uber praparative HPLC gereinigt 
Man erhalt 17 mg der Verbindung Ru(bpy)2(bpy-C0-Lys-MP). Diese Verbindung ist in Abb. 1 dargestellt 

6o Beispiel 2 

Herstellung eines Metallkomplexes mit geladenem Linker 

Ru(bpy)2(bpy-C0-Lys) gemaB Beispiel 1 und der 10-fache molare OberschuB an Korksaure-bis-N-hydroxysuc- 
es dnimidester werden in Dimethylformamid geldst und 2 h bei Raumtemperatur geruhrt. Das Losungsmittel wird 
im Hochvakuum entfernt, der Ruckstand mit Wasser extrahiert und nach Hexanbehandlung lyophilisiert Die 
Reinigung erfolgt uber HPLC (100% H2C in 20 min. auf 100% Acetonitril, C|g, 3 ^m-Saule, FluBrate: 1 ml/min^ 
Retentionszeit: 10,00 min.). Die erhaltene Verbindung ist in Abb. 2 dargestellt 
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Beispiel 3 

Herstellung von Metallkomplexen uber eine Festphasen-Peptidsynthese 

Die Metallkomplexe mit geladenem Linker wurden mittels FluorenylmethyloxycarbonyI-(Fnioc)-Festphasen- 5 
peptidsynthese an einem Batch-Peptidsynthesizer, z. B. von Applied Biosysteras A431 oder A433, hergestellt 
Dazu wurden jeweils 4.0 Aquivalente der in Tabelle 1 dargestellten Aminosaurederivate verwendet: 



Tabelle 1 

10 



A 


Fmoc -Ala -OH 




C 


Fmoc-Cys (Trt) -OH 


15 


D 


Fmoc -Asp (OtBu) -OH 


E 


Fmoc-Glu(OtBu) -OH 




p 


Fmoc-Phe-OH 


20 


G 


Fmoc-Gly-OH 




H 


Fmoc-His (Trt) -OH 




I 


Fmoc-Ile-OH 


25 


Kl 


Fmoc-Lys (Boc) -OH 




K2 


Boc-Lys (Fraoc) -OH 


30 


K3 


Rnoc-Lys (BPRu) -OH 


L 


Fmoc-Leu-OH 




M 


Fmoc -Met -OH 


35 


N 


Fmoc-Asn(Trt) -OH 




P 


Fmoc -Pro -OH 


40 


q : 


Fmoc-Gln(Trt) -OH 


R 


Fmoc - Arg { Pmc ) -OH 




s ' 


Fmoc-Ser (tBu) -OH 


45 


T 


Fmoc-Thr-(tBu) -OH 




u* 


Fmoc-EAlandLii-OH 




V 


Fmoc - Val - OH 


50 


w 


Fmoc-Trp-OH 




Y 


Fmoc -Tyr (tBu) -OH 


55 


Z 


Fmoc - € - Aminocapr onsaur e -OH 


Nle 


Fmoc- e-Norleucin-OH 




Abu 


Fmoc - 7 - Aminobut t er s aure -OH 


60 



Bei der Variante (a) — Einfuhrung des Metallkomplexes nach Beendigung der Festphasensynthese — wurde 
ein aktivierter Ruthenium(bipyridyl)3-KompIex (BPRu), z. B. Ru (bpy>2(bpy-C0-NHS) (vgl. Beispiel 1) an die 65 
N-terminale Aminosaure des Peptids gekoppelt 

GemaB Variante (b) erfolgte die Einfuhrung von Metallchelatgruppen in die Peptidsequenz durch dir kten 
Einbau von Metallchelat-gekoppelten Aminosaurederivaten, z. B. am Carboxyltenninus der Sequenz Qber einen 
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mit Metallchelat-Aktiv ster e-d rivatisierten Lysinrest, z. B. das Lysin-Derivat IC3 (Abb. 4). 

Die Aminosauren oder Aminosaurederivate wurden in N-Methylpyrrolidon geldst. Das Peptid wurde an 
400—500 mg 4^4^Dimethoxyphenyl-Fmoc-Aminomethyl)-Phenoxy-Har2 (Tetrahedron Letters 28 (1987), 
2107) mit einer Beladung von 0,4—0,7 mmol/g aufgebaut (JACS 95 p 973 ). 1328). Die Kupplungsreaktionen 
5 wurden bezuglich des Fmoc-Aminosaurederivats mit 4 Aquivalenten Dicyclohexylcarbodiimid und 4 Aquivalen- 
ten N-Hydroxybenzotriazol in Dimethylformamid als Reaktionsmedium wahrend 20 min durchgefuhrt Nach 
jedem Syntheseschritt wurde die Fmoc-Gruppe mit 20%igem Piperidin in Dimethylformamid in 20 min abge- 
spalten. 

Bei Anwesenheit von Cysteinresten in der Peptidsequenz erfolgte unmittelbar nach Beendigung der Synthese 

io eine Oxidation an der Festphase mit Jod in Hexafluorisopropanol/Dichlormethan. 

Die Freisetzung des Peptids vom Trager und die Abspaltung der saurelabilen Schutzgruppen erfolgte mit 
20 ml Trifluoressigsaure, 0,5 ml Ethandithiol, 1 ml Thioanisol, 1,5 g Phenol und 1 ml Wasser in 40 min bei 
Raumtemperatur. Die Reaktionslosung wurde anschlieBend mit 300 ml gekfihltem Diisopropylether versetzt 
und zur vollstandigen Fallung des Peptids 40 min bei 0°C gehalten. Der Niederschlag wurde abfiltriert, mit 

15 Diisopropylether nachgewaschen, mit wenig 50%-iger Essigsaure geldst und lyophilisiert. Das erhaltene Rohma- 
terial wurde mittels praparativer HPLC an Delta-PAK RP C18-Material (Saule 50 x 300 mm, 100 A, 15 u) Gber 
einen entsprechenden Gradienten (Eluent A: Wasser, 0,1% Trifluoressigsaure, Eluent B: Acetonitril 0,1% 
Trifluoressigsaure) in ca. 120 min. aufgereinigt. Die Identitat des eluierten Materials wurde mittels Ionenspray- 
Massenspektrometrie gepruft. 

20 Die Einfuhrung der Metallchelat-Markierung erfolgte gemaB Variante (a) fiber entsprechende Aktivester-De- 
rivate an die freie N-terminale Aminogruppe des tragergebundenen Peptids. Hierzu wurden 4 Aquivalente 
Ruthenium(bipyridyI)3-Komplex (BPRu) pro freie primare Aminofunktion, aktiviert mit N-Hydroxybenzotria- 
zol/Dicyclohexylcarbodiimid und in wenig DMSO geldst, zugetropft und bei Raumtemperatur geruhrt Der 
Umsatz wurde fiber analytische HPLC verfolgt Nach Abspaltung vom Trager wurde das Produkt mittels 

25 praparativer HPLC aufgereinigt Die Identitat des eluierten Materials wurde mittels Ionenspray-Massenspek- 
trometrie gepruft 

Die Herstellung der Peptide erfolgte auch durch eine Kombination von Variante (a) und (b), <L h. Einbau von 
Metallchelat-gekoppelten Aminosaurederivaten innerhalb der Sequenz, Abspaltung der N-terminalen Fmoc- 
Gruppe und Reaktion der freien N-terminalen Aminogruppe mit einem Metallcheiat- Aktivesterderivat 
30 Bei einem ausschlieBlich direkten Einbau der Metallchelatgekoppelten Aminosaurederivate wahrend der 
Festphasensynthese gemaB Variante (b) war eine nachtragliche Einfuhrung von Metallcheiat- Aktivestern nicht 
mehr erf orderlich. 

Ein Beispiel fur einen durch Festphasensynthese hergestellten Metallkomplex ist in Abb. 3 gezeigt 
Zur Einfuhrung der Maleinimidfunktion wurde das Peptid in 0,1 M Kaliumphosphatpuffer pH 7,0 geldst und 
35 mit einem Aquivalent Malemimidpropionsaure-N-hydroxysuccinimidester in DMSO versetzt und 16 h bei 25° C 
gerfihrt Der Ansatz wurde fiber praparative HPLC (siehe oben) aufgereinigt. Die Identitat des eluierten 
Materials wurde mittels lonenspray-Massenspektrometrie gepruft Die Einfuhrung einer reaktiven-N-Hydrox- 
ysuccinimidesterfunktion erfolgte entsprechend DE-A 43 02 241. 

40 Beispiel 4 

Anwendung von Metallkomplexen mit geladenem Linker in immunologischen Tests 

Es wurde ein Doppel-Antigen-Bruckentest zum Nachweis spezifischer Antikdrper gegen Hepatitis C- Virus 
45 (HCV) durchgefuhrt Hierbei wurde die Probeflussigkeit mit einem Rutheniummarkierten Antigen und einem 
biotinylierten Antigen gegen den zu bestimmenden Antikorper in Gegenwart einer streptavidinbeschichteten 
Festphase inkubiert Das Vorhandensein von Anti-HCV-Antikorpern in der Probeflussigkeit wurde durch 
Bestimmung der Markierung in der Festphase durch Elektrochemilumineszenz nach dem Flash-System be- 
stimmt 

50 Als Antigen wurde ein HCV-Polypeptid, welches die Aminosauren 1207—1488 von HCV enthalt, verwendet 
Die Aminosauresequenz und Herstellung eines derartigen Polypeptids ist in DE-A 44 28 705.4 beschrieben. 

Zur Derivatisierung des HCV-Polypeptids mit succinimidesteraktivierten Rutheniumkomplexen wurde das 
Polypeptid in einem 100 mM Natriumphosphatpuffer pH 6 A 0,1% SDS in einer Proteinkonzentration von 
10 mg/ml geldst Durch Zusatz von 5 M NaOH wurde der pH-Wert auf 8^ eingestellt und die Losung mit 

55 Dithiothreitol auf eine Endkonzentration von 2 mM aufgestockt Zu dieser Losung wurde die der gewunschten 
Angebotsstochiometrie entsprechende Menge eines succinimidesteraktivierten Rutheniumkompiexes in DMSO 
zugegeben und anschlieBend fur 60 min bei 65° C unter Rfihren inkubiert. Die Reaktion wurde durch Aufstocken 
des Reaktionsgemisches mit Lysin auf eine Endkonzentration von 10 mM und eine weitere Inkubation fiir 30 min 
abgestoppt AnschlieBend wurde der Ansatz gegen 100 mM Natriumphosphatpuffer pH 6,5, 0,1% SDS dialysiert 

60 Die resultierende Proteinldsung wurde mit Saccharose (Endkonzentration 6,5% (w/v)) versetzt und in Portionen 
lyophilisiert 

Zur Herstellung eines mit einem Maleinimid-aktivierten Rutheniumkomplex derivatisierten HCV-Polypeptids 
wurde das Polypeptid in 100 mM Natriumphosphatpuffer pH 6,5, 0,1% SDS (Proteinkonz ntration 10 mg/ml) 
aufg nommen. Zu dieser Losung wurde ein d r gewunschten Ang botsstochiometrie entsprechende Menge 
g5 des maleinimidaktivierten Rutheniumkomplex s in DMSO zugegeben und 60 min bei 25° C unter Rfihren 
inkubiert. Die R aktion wurde durch Aufstocken des Reaktionsgemisches mit Cystein auf eine Endkonzentra- 
tion von 10 mM und weitere Inkubation fiir 30 min abgestoppt Das Reaktionsgemisch wurde daraufhin wie 
oben beschrieben dialysiert, mit Saccharose versetzt und in Portionen lyophilisiert. 
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Es wurden 3 Experimente durchgefuhrt, in denen jeweils unterschiedliche ruthenylierte Antigene eingesetzt 
wurdea Fur Experiment A (Vergleich) wurde das Polypeptid an den in den Beispielen 1 und 2 als Ausgangsmate- 
rial verwendeten Ruthenium-Komplex gemaB EP-A 0 580 979 in einem stdchiometrischen Verhaltnis von 1 : 3 
gekoppelt Fur Experiment B wurde das Polypeptid mit dem in Beispiel 1 hergestellten erfindungsgemaBen 
Ruthenium-Komplex (Abb. 1) in einem stdchiometrischen Verhaltnis von 1 : 1 gekoppelt. Fur Experiment C 5 
wurde das Polypeptid mit dem in Beispiel 3 hergestellten Ruthenium-Komplex (Abb. 3) im stochiometrischen 
Verhaltnis von 1 : 1 gekoppelt Als biotinyliertes Antigen wurde in alien 3 Experimenten ein Polypeptid verwen- 
det, das im stochiometrischen Verhaltnis von 1 : 6 an ein Maleinimid-aktiviertes Biotin gekoppelt worden war. 
Das ruthenylierte und das biotinylierte Antigen wurden jeweils in einer Konzentration von 400 ng/ml Testflus- 
sigkeit eingesetzt io 

In Tabelle 4 ist das Ergebnis der Experimente A, B und C in ECL-Counts dargestellt Es ist ersichtlich, daB erst 
die Verwendung der erfindungsgemaBen Metallkomplexe mit geladenem Linker als Markierungsgruppen eine 
zuverlassige Unterscheidung zwischen einer negativen Serumprobe und einer kritischen positiven Serumprobe 
erlaubt Dies zeigt sich in einem hoheren Verhaltnis positiv/negativ. 

15 

Tabelle 2 



Experiment 


A (Vergleich) 


B 


c 


negative Probe 


323317 


132288 


14467 


positive Probe 


465769 


1323338 


319752 


Verhaltnis 
positiv/negativ 


1,4 


10 


22 



25 



Patentanspruche 



1 . Metallkomplexe mit der alJgemeinen Formel (I): 

[M(LiL 2 L 3 )]n-X in A (I) 35 
worin 

— M ein zwei- oder dreiwertiges Metallkation ausgewahlt aus Seltenerde- oder Obergangmetallionen 
ist, 

— Li, L2 und L3 gleich oder verschieden sind und Liganden mit mindestens zwei stickstoffhaltigen 40 
Heterocyclen bedeuten, wobet L !t L2 und L3 tiber Stickstoffatome an das Metallkation gebunden sind, 

— X eine reaktive funktioneile Gruppe ist, die an mindestens einen der Liganden Li, L2, L3 kovaient 
fiber einen Linker gebunden ist, 

— n eine ganze Zahl von 1 bis 10 ist, 

— m eine ganze Zahl von 1 bis 6 ist und as 

— A die gegebenenfalis zum Ladungsausgleich erforderlichen Gegenionen bedeutet, 

dadurch gekennzeichnet, daB der Linker mindestens einen positiven oder/und negativen Ladungstrager 
enthalt 

2. Komplex nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB das Metallkation M ein Ruthenium-, Rhenium-, 
Osmium-, Chrom- oder Iridiumion ist 50 

3. Komplex nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB das Metallkation M ein Rutheniumion ist 

4. Komplex nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB die Liganden Li, L^ L 3 
Bipyridin- oder/und Phenanthrolin-Ringsysteme enthalten. 

5. Komplex nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet daB die reaktive funktioneile 
Gruppe X ein Carbonsaurehalogenid, ein Carbonsaureanhydrid, Aktivester, ein Maleimid oder eine photo- 55 
aktivierbare Gruppe ist 

6. Komplex nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet daB die Gegenionen A Hexafluoro- 
phosphat-, Trifluoracetat- oder Tetrafluoroborat-Gruppen sind 

7. Komplex nach einem der Anspruche 1—6, dadurch gekennzeichnet daB der Linker mindestens einen 
negativen Ladungstrager, ausgewahlt aus Phosphat-, Phosphonat-, Sulfonat- und Carboxylatgruppen ent- 60 
halt 

8. Komplex nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet daB der Linker mindestens eine Carboxyiatgrupp 
enthalt 

9. Komplex nach einem der Anspruche 1—6, dadurch gekennzeichnet daB der Linker mindestens einen 
positiven Ladungstrager, ausgewahlt aus Amino- und substituierten Aminogruppen enthalt 65 

10. Komplex nach einem d r Anspruch 1—9, dadurch gekennzeichnet daB der Linker bis zu 10 Ladungs- 
trager enthalt 

1 1. Komplex nach Anspruch 1 0, dadurch gekennzeichnet, daB der Linker 2—8 Ladungstrager enthalt 
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1 Z Komplex nach einem der Anspruche 1—11, dadurch gekennzeichn t, daB der Link r zumindest teilweise 
aus Aminocarbonsaure-Einheit n aufgebaut ist, die fiber Peptidbindungen miteinander verknfipft sind 

13. Komplex nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, daB die Ladungstrager von polyfunktionellen 
Aminocarbonsauren stammen, die nach Einbau in den Linker noch mindestens einen freien Ladungstrager 
enthalten. 

14. Komplex nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, daB die Ladungstrager von trifunktionellen 
Aminocarbonsauren stammen, die 

(a) eine Aminogruppe und zwei Carboxylatgruppen oder 

(b) zwei Aminogruppen und eine Carboxylatgruppe enthalten. 

15. Komplex nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, daB die trifunktionellen Aminocarbonsauren 
ausgewahit sind aus Lysin, Orni thin, Hydroxylysin, Asparaginsaure und Glutaminsaure. 

16. Komplex nach einem der Anspruche 1 bis 15 mit der allgemeinen Formel (III): 




(III) 



worin M, X und A wie in Anspruch 1 definiert sind, Ri, R& R3, R4, R5 und gleich oder verschieden sind und 
jeweils einen oder mehrere Substituenten bedeuten, unter der Voraussetzung, daB X fiber einen der 
Substituenten R if R 2 , R3» R4, Rs oder R« als Linker an einen der Liganden gebunden ist. 
1 7. Komplex nach Anspruch 16 mit der allgemeinen Formel (Ilia): 




(Ilia)" 



worin M, X und A wie in Anspruch 1 definiert sind, Ri, R2, R3, R4 und R5 wie in Anspruch 16 definiert sind, s 
eine ganze Zahl von 0 bis 6 ist und Y den Linker bedeutet 

1 8. Komplex nach einem der Anspruche 1 bis 1 5 mit der allgemeinen Formel (IV): 
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worin M, X, n und A wie in Anspruch 1 definiert sind, R|, R2 und R3 gleich oder verschieden sind und jeweils 
einen oder mehrere Substituenten bedeuten und Y jeweils einen Linker mit mindestens eineni Ladungstra- 20 
ger bedeutet 

19. Konjugat, umfassend eine biologische Substanz, an die mindestens ein MetaJIkomplex nach einem der 
Ansprfiche 1 bis 18 gekoppelt ist 

20. Konjugat nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, daB die biologische Substanz Biotin, ein Antikor- 
per oder Antikorperfragment, eine Nukleinsaure, ein Polypeptidantigen, ein immunologisch reaktives Pep- 25 
tid oder ein Hapten ist 

21. Verwendung von Metallkomplexen nach einem der Anspruche 1 bis 18 oder Konjugaten nach Anspruch 
19 oder 20 in einem immunologischen Nachweisverfahren. 

22. Verwendung nach Anspruch 2 1 in einem Lumineszenzverf ahren. 

23. Verwendung nach Anspruch 21 oder 22 in einem Elektrochemilumineszenzverf ahren. 30 



Hierzu 2 Seite(n) Zeichnungen 



35 



40 



45 



50 



55 



60 



65 
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